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Η υβριδοποίθςθ κατά Southern αποτζλεςε για πολλζσ δεκαετίεσ μια δυναμικι τεχνικι τθσ 

Μοριακισ Βιολογίασ. Χάρθ ςτθν εφαρμογι τθσ μεκόδου αυτισ επιτεφχκθκε θ δθμιουργία 

λεπτομερϊν χαρτϊν περιοριςμοφ ςε πολφπλοκα γονιδιϊματα, επιτρζποντασ τθν ανίχνευςθ 

ςυγκεκριμζνων τμθμάτων DNA μεταξφ εκατομμυρίων άλλων που προκφπτουν ωσ αποτζλεςμα τθσ 

πζψθσ με ενδονουκλεάςεσ περιοριςμοφ. Με τον τρόπο αυτό επιτεφχκθκε ο κακοριςμόσ τθσ 

διευκζτθςθσ των γονιδίων κατά μικοσ των χρωμοςωμάτων και ο προςδιοριςμόσ των γονιδιακϊν 

ςυςτοιχιϊν. Η χρθςτικότθτα τθσ μεκόδου επιβεβαιϊκθκε και τθν περίπτωςθ εντοπιςμοφ 

ομόλογων γονιδίων μεταξφ διαφορετικϊν οργανιςμϊν και τθσ μελζτθσ τθσ εξελικτικισ ςυντιρθςθσ 

των γονιδίων αυτϊν. Παραλλαγι τθσ μεκόδου με δυνατότθτα θμι-ποςοτικοποίθςθσ νουκλεϊκϊν 

οξζων αποτελεί το ςτφπωμα κουκίδασ. ΢τθν αρχι τθσ τεχνικισ αυτισ βαςίςτθκε θ ανάπτυξθ του 

ςυςτιματοσ των μικροςυςτοιχιϊν. 
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1 ΑΣΚΗΣΗ 1 
 

 

 

Σο δίκλωνο DNA μπορεί να αποδιαταχκεί 

ςε μονόκλωνεσ αλυςίδεσ αν διαςπαςτοφν 

οι δεςμοί υδρογόνου που ςυγκρατοφν τισ 

ςυμπλθρωματικζσ αλυςίδεσ. Ο επαναςχθματιςμόσ  

τθσ δίκλωνθσ ζλικασ μεταξφ δφο μονόκλωνων 

ςυμπλθρωματικϊν αλυςίδων μπορεί να επιτευχκεί 

in vitro. ΢τθν ικανότθτα αυτι τθσ αναςυγκρότθςθσ 

δίκλωνων μορίων νουκλεϊνικϊν οξζων, φαινόμενο 

που ονομάηεται υβριδοποίηςη, βαςίηεται ο 

εντοπιςμόσ ςυγκεκριμζνων τμθμάτων DNA και RNA 

μορίων.  

 

Εικόνα 1-1 Φαινόμενο υβριδοποίθςθσ μονόκλωνων 
αλυςίδων DNA 

Η υβριδοποίθςθ μπορεί να πραγματοποιθκεί ςε 

υδατικό διάλυμα ι μετά από μεταφορά του DNA ςε 

ςτακερό υπόςτρωμα μεμβράνθσ. ΢τθ ςυνζχεια τα 

νουκλεϊνικά οξζα που κα ςτακεροποιθκοφν ςτθ 

μεμβράνθ μποροφν να ταυτοποιθκοφν με τεχνικζσ 

ςτυπϊματοσ (blotting techniques) χρθςιμοποιϊντασ 

ζναν ςθμαςμζνο ανιχνευτι. Σο 1975 περιγράφθκε 

για πρϊτθ φορά θ τεχνικι ανίχνευςθσ αλλθλουχιϊν 

μετά από διαχωριςμό με θλεκτροφόρθςθ ςε 

πικτωμα αγαρόηθσ, γνωςτι πλζον ωσ υβριδοποίθςθ 

κατά Southern (ι ανάλυςθ ςτυπϊματοσ κατά 

Southern, Southern blotting). Η μζκοδοσ 

τροποποιικθκε περαιτζρω για τθν ανίχνευςθ 

ςυγκεκριμζνων τμθμάτων RNA (Nothern blotting) 

αλλά και πρωτεϊνϊν (Western blotting). Επιπλζον, 

μόρια νουκλεϊνικϊν οξζων είναι δυνατόν να 

προςδεκοφν ςε μεμβράνθ χωρίσ να ζχει προθγθκεί 

θλεκτροφόρθςθ, διαδικαςία που αποκαλείται 

ςτφπωμα κουκίδασ (dot blot). 

 

Εικόνα 1-2 Μζκοδοι ανάλυςθσ ςτυπωμάτων 

Η διαδικαςία υβριδοποίθςθσ κατά Southern 

εμπερικλείει γενικά τισ εξισ φάςεισ: 

 

 

Σα πρϊτα ςτάδια κατά τθ διάρκεια τθσ 

διαδικαςίασ δθμιουργίασ ςτυπϊματοσ 

νουκλεϊνικϊν οξζων αφοροφν τθν 

απομόνωςθ των επικυμθτϊν μορίων και τθν 

προετοιμαςία τουσ για τθν περαιτζρω ανάλυςθ. Για 

παράδειγμα, πριν τθν θλζκτροφόρθςι του ςε 

πικτωμα αγαρόηθσ το DNA πζπτεται με 

ενδονουκλεάςεσ περιοριςμοφ. ΢τθν περίπτωςθ 

ανάλυςθσ μορίων RNA ι μονόκλωνων DNA, το 

πικτωμα πρζπει να εξαςφαλίηει ςυνκικεσ 

Α΢ΚΘ΢Θ 1 

ΘΛΕΚΣΡΟΦΟΡΘ΢Θ ΠΡΟΪΟΝΣΩΝ ΠΕΨΘ΢ ΢Ε ΠΘΚΣΩΜΑ 

ΑΓΑΡΟΗΘ΢ ΚΑΙ ΜΕΣΑΦΟΡΑ ΢Ε ΝΑΤΛΟΝ ΜΕΜΒΡΑΝΘ 

(SOUTHERN) 
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αποδιάταξθσ ϊςτε να ελαχιςτοποιοφνται οι 

πικανότθτεσ ςχθματιςμοφ δευτεροταγϊν δομϊν. 

Προαιρετικά, μετά τθν θλεκτροφόρθςθ μπορεί να 

ακολουκιςει ζνα ςτάδιο αποπουρίνωςθσ 

(depurination) ιδιαίτερα αν  πρόκειται να αναλυκοφν 

μεγάλου μεγζκουσ τμιματα DNA. Κατά τθν 

αποπουρίνωςθ το πικτωμα επωάηεται ςε αραιό 

διάλυμα HCl, ϊςτε κατά τθν κατεργαςία του ςε 

αυτζσ τισ όξινεσ ςυνκικεσ να απομακρυνκοφν 

τυχαίεσ βάςεισ πουρινϊν και να δθμιουργθκοφν  

τυχαίεσ κραφςεισ ςτο DNA, διευκολφνοντασ ζτςι τθ 

μεταφορά του ςτθ μεμβράνθ. 

Σο δίκλωνο DNA αποδιατάςςεται μετά από 

κατεργαςία του πθκτϊματοσ ςε διάλυμα NaOH. 

Ακολοφκωσ οι αλκαλικζσ ςυνκικεσ 

εξουδετερϊνονται μετά από επϊαςθ ςε κατάλλθλο 

διάλυμα και το αποδιαταγμζνο πλζον DNA μπορεί να 

μεταφερκεί αποτελεςματικά ςε μεμβράνθ. 

 

Μεταφορά ςε νάυλον μεμβράνθ 

Κατά τθ διαδικαςία αυτι ουςιαςτικά 

αναφερόμαςτε ςτθ μεταφορά και 

ακινητοποίηςη του αποδιαταγμζνου 

μονόκλωνου DNA από το πικτωμα αγαρόηθσ ςε 

κατάλλθλο ςτερεό υπόςτρωμα (μεμβράνθ) που 

τοποκετείται ςτθν επιφάνειά του. Με τον τρόπο 

αυτό δθμιουργείται ςτθ μεμβράνθ ζνα αντίγραφο 

τθσ κατανομισ που εμφάνιηαν τα μόρια του DNA ςτο 

πικτωμα. Σζςςερεισ μζκοδοι ζχουν περιγραφεί για 

τθ μεταφορά νουκλεϊνικϊν οξζων ςε υποςτρϊματα 

μεμβρανϊν. Η αρχικι προςζγγιςθ που εφάρμοςε ο 

Southern βαςίηεται ςτθν τριχοειδή μεταφορά και 

αποτελεί τθν πλζον εφχρθςτθ μζκοδο, με 

μειονζκτθμα ωςτόςο τθ μεγάλθ χρονικι διάρκεια 

που απαιτείται για τθν ολοκλιρωςι τθσ.  

Εναλλακτικά μπορεί να πραγματοποιθκεί ςε 

κατάλλθλθ ςυςκευι είτε θλεκτροφορθτικι 

μεταφορά (χωρίσ ωςτόςο να χρθςιμοποιείται 

ευρζωσ), είτε μεταφορά με χριςθ πίεςθσ ι κενοφ. Η 

τελευταία είναι ιδιαίτερα διαδεδομζνθ λόγω τθσ 

ςφντομθσ διάρκειασ μεταφοράσ.   

΢χετικά με τουσ διακζςιμουσ τφπουσ 

υποςτρωμάτων, μπορεί να χρθςιμοποιθκεί 

μεμβράνθ νιτροκυτταρίνθσ, νάυλον ουδζτερθ 

μεμβράνθ και νάυλον κετικά φορτιςμζνθ μεμβράνθ. 

Οι νάυλον μεμβράνεσ είναι πιο ανκεκτικζσ 

ςυγκριτικά με εκείνεσ τθσ νιτροκυτταρίνθσ και 

Εικόνα 1-3 Αναλυτικι πορεία διαδικαςίασ υβριδοποίθςθσ κατά Southern 
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μποροφν να επαναχρθςιμοποιθκοφν ζωσ και 10 

φορζσ. Επίςθσ θ ειδικι κατθγορία των κετικά 

φορτιςμζνων μεμβρανϊν, εξαςφαλίηουν τθν 

αποτελεςματικότερθ μεταφορά του αρνθτικά 

φορτιςμζνου DNA λόγω των ιονικϊν 

αλλθλεπιδράςεων μεταξφ τουσ. Ο ρυκμόσ 

μεταφοράσ του DNA είναι αντιςτρόφωσ ανάλογοσ με 

μζγεκοσ των τμθμάτων DNA, το πάχοσ του 

πθκτϊματοσ και τθ ςυγκζντρωςθ τθσ αγαρόηθσ του 

πθκτϊματοσ.  

Με τον όρο ακινητοποίηςη αναφερόμαςτε ςτθ 

ςτακεροποίθςθ των μονόκλωνων πλζον 

νουκλεϊνικϊν οξζων ςτθ μεμβράνθ μετά τθν 

ολοκλιρωςθ τθσ μεταφοράσ, ϊςτε να αποτραπεί θ 

απϊλεια των μορίων-ςτόχων κατά τα επόμενα 

ςτάδια τθσ διαδικαςίασ υβριδοποίθςθσ. Η 

ακινθτοποίθςθ μπορεί να πραγματοποιθκεί είτε με 

ζκκεςθ ςε UV ακτινοβολία ςυγκεκριμζνθσ ζνταςθσ 

είτε με ξιρανςθ ςε υψθλι κερμοκραςία (80˚C). Σα 

ακινθτοποιθμζνα μονόκλωνα νουκλεϊνικά οξζα ςτθ 

ςυνζχεια κα αποτελζςουν τουσ “ςτόχουσ” ςε 

πειράματα υβριδοποίθςθσ με τθ χριςθ των 

κατάλλθλων κατά περίςταςθ ανιχνευτϊν, για τθν 

ανίχνευςθ ςυγκεκριμζνων αλλθλουχιϊν. 

 

΢τθν παροφςα άςκθςθ κα εφαρμοςτεί θ 

μζκοδοσ τθσ τριχοειδοφσ μεταφοράσ. Με 

κατάλλθλουσ χειριςμοφσ δθμιουργείται 

ροι ενόσ ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ (διάλυμα 

μεταφοράσ) με κατεφκυνςθ από μια υψθλοφ 

υδατικοφ δυναμικοφ περιοχι προσ μια χαμθλοφ 

δυναμικοφ περιοχι. Λόγω τριχοειδϊν φαινομζνων, 

κατά τθν πορεία του αυτι το διάλυμα μεταφοράσ 

κινείται μζςα ςτο πικτωμα και τθ μεμβράνθ που 

βρίςκεται ςτθν επιφάνειά του, ςυμπαραςφροντασ 

παράλλθλα και το μονόκλωνο DNA, το οποίο 

δεςμεφεται ςτθ κετικά φορτιςμζνθ νάυλον 

μεμβράνθ. Μετά τθν ολοκλιρωςθ τθσ μεταφοράσ για 

τθ ςτακεροποίθςθ των νουκλεϊνικϊν οξζων κα 

ακολουκιςει ξιρανςθ ςε υψθλι κερμοκραςία. 
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ΠΕΙΡΑΜΑΣΙΚΟ ΜΕΡΟ΢ 

΢κοπόσ 

Η παροφςα άςκθςθ περιλαμβάνει τθν θλεκτροφόρθςθ των προϊόντων πζψθσ 

των αναςυνδυαςμζνων πλαςμιδίων και τθ μεταφορά τουσ ςε νάυλον μεμβράνθ, 

ϊςτε να ακολουκιςει υβριδοποίθςθ με κατάλλθλο ανιχνευτι. Πριν τθ μεταφορά ςτθ 

μεμβράνθ, το πικτωμα κα φωτογραφθκεί, ϊςτε να μπορεί να είναι εφικτι θ ταυτοποίθςθ 

των τμθμάτων που κα υβριδοποιθκοφν βάςει του ςιματοσ τθσ υβριδοποίθςθσ ςτθ 

μεμβράνθ.  

 

 

Ο χειριςμόσ των μεμβρανϊν πρζπει να γίνεται με γάντια και με ειδικζσ λαβίδεσ τφπου Millipore με πεπλατυςμζνα άκρα. 

 Μεκοδολογία Χρόνοσ 

1 Μετά το πζρασ τθσ θλεκτροφόρθςθσ, το πικτωμα αγαρόηθσ φωτογραφίηεται, αφοφ ζχει τοποκετθκεί 
κατά μικοσ του χάρακασ, ϊςτε να είναι δυνατι θ ςφγκριςθ του ςιματοσ τθσ μεμβράνθσ με τθ 
φωτογραφία του πθκτϊματοσ και κατά ςυνζπεια ο προςδιοριςμόσ του τμιματοσ που υβριδοποιικθκε. 

 

2 Σο πικτωμα τοποκετείται ςε ειδικό δοχείο και επωάηεται ςε διάλυμα αποδιάταξθσ ςε κερμοκραςία 
δωματίου υπό ανακίνθςθ. 

15 min 

3 Σο διάλυμα αποχφνεται και επαναλαμβάνεται το βιμα 2.  

4 Προςτίκεται διάλυμα εξουδετζρωςθσ και το πικτωμα επωάηεται ςε κερμοκραςία δωματίου υπό 
ανακίνθςθ. 

20 min 

5 Σο διάλυμα αποχφνεται και επαναλαμβάνεται το βιμα 4.  

6 Σο πικτωμα επωάηεται ςε διάλυμα 2Χ SSC ςε κερμοκραςία δωματίου υπό ανάδευςθ για 5 λεπτά και 
τοποκετείται ςε γζφυρα διθκθτικοφ χαρτιοφ Whatman 3MM, του οποίου οι άκρεσ εμβαπτίηονται ςε 
διάλυμα 6Χ SSC. 

5 min 

7 H μεμβράνθ με διαςτάςεισ λίγο μικρότερεσ από το πικτωμα διαβρζχεται με ddH2O και ςτθ ςυνζχεια με 
διάλυμα 6Χ SSC και τοποκετείται πάνω από το πικτωμα χωρίσ να δθμιουργθκεί κενό μεταξφ 
πθκτϊματοσ και μεμβράνθσ. 

 

8 Φφλλα (2) διθκθτικοφ χαρτιοφ Whatman 3MM, ίςων 
διαςτάςεων με τθ μεμβράνθ, διαβρζχονται με ddH2O και 
τοποκετοφνται πάνω ςτθ μεμβράνθ, ακολουκοφν επιπλζον 
φφλλα (2) διθκθτικοφ χαρτιοφ Whatman 3MM και τζλοσ 
απορροφθτικά χαρτιά, μικρότερων διαςτάςεων τθσ 
μεμβράνθσ κατά 5 mm. ΢τθ κορυφι τοποκετείται βάροσ  
περίπου 500 gr για να εξαςφαλιςτεί θ επαφι μεταξφ 
πθκτϊματοσ και μεμβράνθσ.   

9 Μετά τθν ολοκλιρωςθ τθσ μεταφοράσ του DNA, αφαιροφνται τα απορροφθτικά χαρτιά και τα φφλλα 
Whatman 3MM και ςθμαδεφεται θ μεμβράνθ ϊςτε να είναι γνωςτόσ ο προςανατολιςμόσ τθσ και θ κζςθ 
των πθγαδιϊν. 

16-18 
hours 

10 Η μεμβράνθ ξθραίνεται ςε κερμοκραςία 80°C για 2 ϊρεσ για να ςτακεροποιθκεί το DNA και 
αποκθκεφεται ςε κερμοκραςία δωματίου ζωσ ότου χρθςιμοποιθκεί. 

2 hours 

Τλικά

Διάλυμα Αποδιάταξθσ Α

1.5Μ NaCl, 0.5M NaOH. 

Διάλυμα Εξουδετζρωςθσ Ε

1.5Μ ΝαCl, 0.5M Tris-HCl pH7.2

20xSSC

3M NaCl, 0.3M Na3citrate
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2 ΑΣΚΗΣΗ 2i 
 

 

Τβριδοποίθςθ του ανιχνευτι

Εφόςον ζχει μεταφερκεί το DNA ςτθ 

μεμβράνθ, ακολουκεί θ διαδικαςία τθσ 

υβριδοποίθςθσ με δυο διακριτά ςτάδια. 

Αρχικά, λαμβάνει χϊρα το ςτάδιο τησ 

προχβριδοποίηςησ με ςκοπό να αποκλειςτεί θ 

υπόλοιπθ ελεφκερθ επιφάνεια τθσ μεμβράνθσ (όπου 

δθλαδι δεν ζχει μεταφερκεί DNA από το πικτωμα) 

ϊςτε να μθν υπάρχουν διακζςιμεσ μθ-ειδικζσ κζςεισ 

δζςμευςθσ του ανιχνευτι. ΢το ςτάδιο αυτό θ 

μεμβράνθ επωάηεται ςε διάλυμα 

προχβριδοποίθςθσ, του οποίου θ ςφςταςθ 

εξαςφαλίηει τθν παρεμπόδιςθ τθσ μθ-ειδικισ 

ςφνδεςθσ του ανιχνευτι. ΢υγκεκριμζνα, αποτελείται 

από i) μθ-ειδικό αποδιαταγμζνο DNA ςπζρματοσ 

ςολωμοφ (ssDNA, salmon sperm DNA), ii) το 

απορρυπαντικό SDS και iii) το αντιδραςτιριο 

Denhardt’s (Denhardt’s reagent). Σο τελευταίο 

περιζχει ωσ παράγοντεσ παρεμπόδιςθσ  

μεγαλομοριακά πολυμερι, όπωσ θ φικόλθ (ficoll) και 

το  PVP (Polyvinylpyrrolidone), κακϊσ και τθ  μθ 

ειδικι πρωτεΐνθ BSA (Bovine Serum Albumin).  

΢το επόμενο ςτάδιο πραγματοποιείται θ 

υβριδοποίηςη, οπότε και θ μεμβράνθ επωάηεται με 

τον κατάλλθλο μονόκλωνο ςθμαςμζνο ανιχνευτι. Ο 

ανιχνευτισ είναι ςυμπλθρωματικόσ προσ τισ 

αλλθλουχίεσ που αναηθτάμε, με αποτζλεςμα να 

υβριδοποιείται με τα μόρια-ςτόχουσ του DNA που 

ζχουν ακινθτοποιθκεί ςτθ μεμβράνθ. Διακρίνονται 

δφο τφποι ανιχνευτϊν, οι ομόλογοι και οι 

ετερόλογοι. Ομόλογοσ χαρακτθρίηεται εκείνοσ ο 

ανιχνευτισ που εμφανίηει υψθλι ομολογία 

(ςυμπλθρωματικότθτα) με τθν αλλθλουχία-ςτόχο και 

ςυνικωσ προζρχεται από τον ίδιο οργανιςμό. 

Αντίκετα ετερόλογοσ είναι ο ανιχνευτισ που 

παρουςιάηει υψθλι μεν ομοιότθτα με τθν 

αλλθλουχία-ςτόχο, αλλά δεν είναι ςυμπλθρωματικόσ 

τθσ 100%. ΢τθν περίπτωςθ αυτι 

ςυμπεριλαμβάνονται ανιχνευτζσ που 

απομονϊνονται από διαφορετικοφσ, αλλά ωςτόςο 

ςυγγενικοφσ οργανιςμοφσ.  

Κατά τθ διάρκεια τθσ υβριδοποίθςθσ 

επιτυγχάνεται ο ςχθματιςμόσ των υβριδίων μεταξφ 

Α΢ΚΘ΢Θ 2i 

ΤΒΡΙΔΟΠΟΙΘ΢Θ ΚΑΣΑ SOUTHERN: 

Τβριδοποίθςθ ανιχνευτι 

2  
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των νουκλεοτιδικϊν αλυςίδων του ανιχνευτι και του 

DNA-ςτόχου. Σο ποςοςτό ςχθματιςμοφ αυτϊν των 

υβριδίων αλλά και θ ςτακερότθτα των υδρογονικϊν 

δεςμϊν μεταξφ των δφο αλυςίδων επθρεάηεται από 

διάφορουσ παράγοντεσ, οι οποίοι κακορίηουν τελικά 

τισ αυςτθρζσ ι μθ ςυνκικεσ διεξαγωγισ τθσ 

υβριδοποίθςθσ (Εικ. 2-2). Τπό βζλτιςτεσ ςυνκικεσ, θ 

ευαιςκθςία τθσ μεκόδου είναι ιδιαίτερα υψθλι, 

επιτρζποντασ τθν ανίχνευςθ μορίων DNA πολφ 

μικρισ ςυγκζντρωςθσ τθσ τάξθσ του femto (~100 fg) 

όταν χρθςιμοποιείται βιοτυνιλιωμζνοσ ανιχνευτισ.  

Η αποδιάταξθ των αλυςίδων του DNA εξαρτάται 

από τθ κερμοκραςία τιξθσ (Σm) τθσ ςυγκεκριμζνθσ 

αλλθλουχίασ, δθλαδι τθ κερμοκραςία εκείνθ ςτθν 

οποία το 50% μιασ αλλθλουχίασ βρίςκεται ςε 

μονόκλωνθ μορφι ςε αντίκεςθ με το υπόλοιπο 

ποςοςτό που ζχει ςχθματίςει δίκλωνθ ζλικα. Σο Σm 

είναι χαρακτθριςτικό τθσ ςτακερότθτασ κάκε 

δίκλωνου DNA μορίου και κακορίηεται από τουσ 

παράγοντεσ που επθρρεάηουν τθν υβριδοποίθςθ του 

DNA (τθν αναλογία των βάςεων GC, τθ ςυγκζντρωςθ 

άλατοσ και το μζγεκοσ του ανιχνευτι) και 

ςυνδζονται μεταξφ τουσ ςφμφωνα με τθ εξίςωςθ:  

Tm = 81.5°C + 16.6 logM + 0.41 (%G+C) - 500/n,      

όπου Μ είναι θ ςυγκζντρωςθ των ιόντων του άλατοσ 

*Na++ και n ο αρικμόσ των νουκλεοτιδίων του 

υβριδίου. Η άριςτθ κερμοκραςία υβριδοποίθςθσ 

ςτθν περίπτωςθ DNA:DNA υβριδοποίθςθσ είναι 25°C 

χαμθλότερθ από τθ κερμοκραςία Tm (κερμοκραςία 

τιξθσ) του υβριδίου. 

 

 



ΕΡΓΑ΢ΣΗΡΙΟ ΜΟΡΙΑΚΗ΢ ΒΙΟΛΟΓΙΑ΢  

 

8 

ΠΕΙΡΑΜΑΣΙΚΟ ΜΕΡΟ΢ 

΢κοπόσ 

΢κοπόσ τθσ άςκθςθσ είναι θ υβριδοποίθςθ του πλαςμιδιακοφ DNA από τισ αντιδράςεισ πζψεισ 

που μεταφζραμε ςε μεμβράνθ ςτθ προθγοφμενθ άςκθςθ (Άςκθςθ 1) με ανιχνευτι περιοχι 

του γονιδιακοφ τόπου (από όπου απομονϊκθκαν και κλωνοποιικθκαν τα τμιματα αυτά) που ζχει ιδθ 

ςθμανκεί με 11-bio-dUTP με τθ μζκοδο των τυχαίων εκκινθτϊν (random priming). Οι ομόλογοι 

ανιχνευτζσ (PROBE A & PROBE B) υβριδοποιοφνται ςτα ακραία τμιματα δφο διαδοχικϊν τμθμάτων. Οι 

εκκινθτζσ που χρθςιμοποιικθκαν είναι δεκανουκλεοτίδια.  

 

 
Μεκοδολογία Χρόνοσ 

  Προχβριδοποίθςθ 

1 Η μεμβράνθ τοποκετείται ςε ειδικό ςωλινα υβριδοποίθςθσ, ο οποίοσ περιζχει ποςότθτα διαλφματοσ 
υβριδοποίθςθσ ανάλογα με το εμβαδό τθσ. 

  Εμβαδό x 0.2ml = ml διαλφματοσ υβριδοποίθςθσ. 
 

2 Αποδιάταξθ με κζρμανςθ ςτουσ 100°C ποςότθτασ DNA από ςπζρμα ςολομοφ (ssDNA) και προςκικθ του 
ςτο διάλυμα υβριδοποίθςθσ (ςε ςυγκζντρωςθ 100 μg/ml διαλφματοσ υβριδοποίθςθσ). 10 min 

3 Ο ςωλινασ τοποκετείται ςε κάλαμο υβριδοποίθςθσ και επωάηεται περιςτρεφόμενοσ ςτθ κερμοκραςία 
υβριδοποίθςθσ του ανιχνευτι. 2 hours 

  Τβριδοποίθςθ  

4 Σο διάλυμα προχβριδοποίθςθσ αποχφνεται και προςτίκεται νζο διάλυμα προχβριδοποίθςθσ (10 ml/100 
cm2) και ο ανιχνευτισ (100-200 ng/ml διαλφματοσ), ο οποίοσ ζχει κερμανκεί ςε 100°C για 10 λεπτά ϊςτε 
να αποδιαταχκεί. 

20 min 

5 Ο ςωλινασ μεταφζρεται ςε κάλαμο υβριδοποίθςθσ και θ διαδικαςία τθσ υβριδοποίθςθσ 
πραγματοποιείται ςτθν ίδια κερμοκραςία με τθν προχβριδοποίθςθ. 

16-18  
hours 

Τλικά

Διάλυμα Τβριδοποίθςθσ

6xSSC, 5xDenhard’s, 0.5% SDS, 100μg/ml denaturated salmon 
sperm DNA 

Διάλυμα 50Χ Denhardt’s

1% φικόλλθ,1% PVP, 1% BSA
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3 ΑΣΚΗΣΗ 2ii 
 

 

 

Τβριδοποίθςθ του ανιχνευτι

 Αφοφ ολοκλθρωκεί θ υβριδοποίθςθ, θ 

περίςςεια του ανιχνευτι που δεν 

υβριδοποιλθκθκε απομακρφνεται και 

ακολουκεί θ διαδικαςία εμφάνιςησ ςήματοσ, 

δθλαδι του εντοπιςμοφ των κζςεων δζςμευςθσ του 

ανιχνευτι. Ανάλογα με τθ ςιμανςθ του ανιχνευτι 

επιλζγεται και το κατάλλθλο ςφςτθμα ανίχνευςθσ. 

΢τθν περίπτωςθ των μθ ραδιεργϊν ανιχνευτϊν, θ 

ανίχνευςθ μπορεί να πραγματοποιθκεί με χριςθ 

ειδικοφ αντιςϊματοσ προσ το μόριο ςιμανςθσ είτε 

άμεςα αν αυτό είναι ςυηευγμζνο με φκορίηουςα 

ουςία (ανοςοφκορίηουςα μζκοδοσ), είτε ζμμεςα αν 

το αντίςωμα είναι ςυηευγμζνο με ζνηυμο που κα 

καταλφςει ακολοφκωσ μια χρωμογόνο αντίδραςθ 

(ανοςοχθμικι ενηυμικι μζκοδοσ). Για τουσ 

βιοτυνιλιωμζνουσ ανιχνευτζσ, ακολουκείται θ 

ανοςοχθμικι μζκοδοσ θ οποία βαςίηεται ςτθν υψθλι 

ςυγγζνεια (δθλ. τθν ικανότθτα ιςχυρισ ςφνδεςθσ) 

τθσ βιοτίνθσ με το ςφμπλοκο ςτρεπταβιδίνθσ–

αλκαλικισ φωςφατάςθσ. To ςυηευγμζνo ςτθν 

ςτρεπταβιδίνθ ζνηυμο αλκαλικι φωςφατάςθ 

καταλφει μία χρωμογόνο αντίδραςθ παρουςία του 

υποςτρϊματοσ ΒCIP (X-phosphate: 5-bromo-4-

chloro-3-indolyl-phospate, 4-toluidine salt) και του 

NBT. ΢υγκεκριμζνα θ αλκαλικι φωςφατάςθ καταλφει 

τθν αποφωςφορυλίωςθ του BCIP, το οποίο 

οξειδϊνεται ςχθματίηοντασ ζνα διμερζσ (5-bromo-4- 

που αντιδρά αυκόρμθτα με το Ο2 δθμιουργϊντασ 

τελικά ζνα αδιάλυτο ίηθμα ερυκροκυανισ χρϊςθσ. 

Παράλλθλα, το επίςθσ χρωμογόνο NBT ανάγεται 

λειτουργϊντασ ωσ δζκτθσ θλεκτρονίων αντί του Ο2, 

αυξάνοντασ τθ ςυγκζντρωςθ του ιηιματοσ. Σο ίηθμα 

αυτό αποτελεί το ςιμα τθσ υβριδοποίθςθσ και θ 

ζνταςι του είναι ανάλογθ τθσ δραςτικότθτασ του 

ανιχνευτι και αντιςτρόφωσ ανάλογθ του μικουσ. 

 

 

 

 

Α΢ΚΘ΢Θ 2ii 

 ΤΒΡΙΔΟΠΟΙΘ΢Θ ΚΑΣΑ SOUTHERN 

ΑΝΙΧΝΕΤ΢Θ ΢ΘΜΑΣΟ΢ 

Εικόνα 2ii-2 ΢φςτθμα ενηυμικισ ανίχνευςθσ ςιματοσ βιοτυνιλιωμζνων ανιχνευτϊν 

Εικόνα 2ii-1 Ανιχνευτισ υβριδοποιθμζνοσ ςτθν αλλθλουχία-
ςτόχο. 
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Η διαδικαςία ςυνίςταται ςε τρία διακριτά 

ςτάδια όπωσ περιγράφονται ςτα βιματα 

του πειραματικοφ μζρουσ:  

 

Αρχικά απομακρφνεται θ περίςςεια του ανιχνευτι, ο 

οποίοσ δεν ζχει προςδεκεί κακόλου ι ζχει αςκενϊσ 

υβριδοποιθκεί μθ ειδικά, με αλλθλουχίεσ με τισ 

οποίεσ μπορεί να ζχει μια μικροφ βακμοφ ομολογία. 

Αυτό επιτυγχάνεται με διαδοχικζσ πλφςεισ τθσ 

μεμβράνθσ ςε διαλφματα που περιζχουν άλατα (SSC) 

ςε προοδευτικά μειοφμενεσ ςυγκεντρϊςεισ και τθν 

κατάλλθλθ ποςότθτα του απορρυπαντικοφ SDS. ΢τθ 

ςυνζχεια πραγματοποιείται θ πρόςδεςθ τθσ 

ςτρεπταβιδίνθσ, θ οποία προςτίκεται ςε διάλυμα 

που περιζχει αποβουτυρωμζνο γάλα. Οι πρωτεΐνεσ 

του γάλακτοσ λειτουργοφν παρεμποδιςτικά, ϊςτε να 

μειωκοφν οι μθ ειδικζσ κζςεισ ςφνδεςθσ του 

αντιςϊματοσ και με τον τρόπο αυτό να εξαςφαλιςτεί 

θ αποκλειςτικι πρόςδεςι του με τθ βιοτίνθ. Η 

διαδικαςία ολοκλθρϊνεται με τθν προςκικθ του 

χρωμογόνου υποςτρϊματοσ, ςε περιβάλλον που δεν 

εκτείκεται ςε φωσ. 

 

Εικόνα 2ii-3 ΢φςτθμα ανίχνευςθσ ςιματοσ μθ ραδιενεργϊν ανιχνευτϊν 
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ΠΕΙΡΑΜΑΣΙΚΟ ΜΕΡΟ΢ 

΢κοπόσ 

Η παροφςα άςκθςθ περιλαμβάνει τθν θλεκτροφόρθςθ των προϊόντων πζψθσ 

των αναςυνδυαςμζνων πλαςμιδίων και τθ μεταφορά τουσ ςε νάυλον μεμβράνθ, 

ϊςτε να ακολουκιςει υβριδοποίθςθ με κατάλλθλο ανιχνευτι. Πριν τθ μεταφορά ςτθ 

μεμβράνθ, το πικτωμα κα φωτογραφθκεί, ϊςτε να μπορεί να είναι εφικτι θ ταυτοποίθςθ 

των τμθμάτων που κα υβριδοποιθκοφν βάςει του ςιματοσ τθσ υβριδοποίθςθσ ςτθ 

μεμβράνθ.  

 

 

Ο χειριςμόσ των μεμβρανϊν πρζπει να γίνεται με γάντια και με ειδικζσ λαβίδεσ τφπου Millipore με πεπλατυςμζνα άκρα. 

 
Μεκοδολογία Χρόνοσ 

  Πλφςεισ 

1 Σο διάλυμα υβριδοποίθςθσ όπου περιζχει τον ανιχνευτι ςυλλζγεται ςε ςωλινα τφπου falcon και 
διατθρείται ςε κερμοκραςία -20°C, ζωσ ότου επαναχρθςιμοποιθκεί.  

2 Η μεμβράνθ τοποκετείται ςε ειδικό δοχείο, το οποίο περιζχει διάλυμα πλφςθσ Α και επωάηεται ςε 
κερμοκραςία δωματίου υπό ανάδευςθ. 5 min 

3 Σο διάλυμα απορρίπτεται και επαναλαμβάνεται το βιμα.  

4 Ακολουκεί επϊαςθ ςε διάλυμα πλφςθσ Β υπό ανάδευςθ ςτθ κερμοκραςία όπου πραγματοποιικθκε θ 
υβριδοποίθςθ. 15 min 

5 Σο διάλυμα απορρίπτεται και επαναλαμβάνεται το βιμα 4.  

  Εμφάνιςθ ςιματοσ  

6 Η μεμβράνθ εξιςορροπείται ςε διάλυμα Α για 1 λεπτό και ςτθ ςυνζχεια επωάηεται ςε διάλυμα Β υπό 
ανάδευςθ. 25 min 

7 Σο διάλυμα Β απορρίπτεται και προςτίκεται νζο διάλυμα Β, ςτο οποίο ζχουν προςτεκεί 5 μl ςυμπλόκου 
ςτρεπταβιδίνθσ-αλκαλικισ φωςφατάςθσ ανά 10 ml διαλφματοσ, και επωάηεται  υπό ανάδευςθ. 25 min 

8 Η μεμβράνθ ξεπλζνεται ςε διαλυμα Α. 10 min 

9 Σο διάλυμα απορρίπτεται και επαναλαμβάνεται το βιμα 8.  

10 Η μεμβράνθ εξιςορροπείται ςε διάλυμα C . 2 min 

11 Η ανίχνευςθ του ςιματοσ πραγματοποιείται ςε ςκοτεινό κάλαμο με κάλυψθ τθσ μεμβράνθσ με 
πρόςφατα παραςκευαςμζνου διαλφματοσ C, το οποίο περιζχει 50 μl NBT και 37.5 μl BCIP ανά 10 ml 
διαλφματοσ 

 

12 Η εμφάνιςθ διακόπτεται με πολλαπλζσ πλφςεισ τθσ μεμβράνθσ με dH2O. 

 
 

Τλικά

Διάλυμα 

Πλφςθσ 1

2xSSC, 
0.1%SDS

Διάλυμα 

Πλφςθσ 2

0,2xSSC, 
0.1%SDS

Διάλυμα  Α

100mM Tris, 150mM 
NaCl, pH 7.5

Διάλυμα Β

Διάλυμα Α, 1% 
Blocking solution

Blocking solution

stock 10%:  10gr
αποβουτυρωμζνου 

γάλακτοσ ςε ςκόνθ ςε 
100ml Διαλφματοσ Α 

Διάλυμα C

100mM Tris, 100mM 
NaCl, 50mM MgCl2, pH 

9.5
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4 ΑΣΚΗΣΗ 3 
 

 

Ζλεγχοσ διαφορικισ ζκφραςθσ  

Σο ςτφπωμα κουκκίδασ (dot blot) είναι 

μια απλοποιθμζνθ διαδικαςία που 

επιτρζπει τον γριγορο εντοπιςμό και 

τθν θμι-ποςοτικοποίθςθ νουκλεϊκϊν οξζων (DNA 

και RNA) και πρωτεϊνϊν ςε άγνωςτα δείγματα 

(Εικόνα 1). Σα DNA, RNA και protein blots 

αποτελοφν μια απλοποίθςθ των Southern, 

Northern και Western blots, δεδομζνου ότι δεν 

απαιτείται προθγουμζνωσ διαχωριςμόσ των 

τμθμάτων με θλεκτροφόρθςθ ςε πικτωμα και  

μεταφορά ςε μεμβράνθ. Αντικζτωσ, το προσ 

ανάλυςθ δείγμα εναποτίκεται ωσ ςταγόνα και 

ακινθτοποιείται απευκείασ ςτθ μεμβράνθ. ΢τθ 

ςυνζχεια ακολουκεί θ διαδικαςία τθσ 

υβριδοποίθςθσ (ςυνικωσ) και θ εμφάνιςθ του 

ςιματοσ, το οποίο πλζον εμφανίηεται ωσ κουκκίδα.  

Σα πλεονεκτιματα τθσ τεχνικισ αυτισ ςυγκριτικά 

με τθν υβριδοποίθςθ κατά Southern είναι α) θ 

ταχφτθτα και το μικρότερο κόςτοσ, λόγω τθσ 

αποφυγισ καταςκευισ πθκτϊματοσ, 

θλεκτροφόρθςθσ και μεταφοράσ ςε μεμβράνθ και 

β) θ δυνατότθτα τθσ ταυτόχρονθσ ανάλυςθσ 

πολλϊν διαφορετικϊν δειγμάτων χρθςιμοποιϊντασ 

διαφορετικοφσ ανιχνευτζσ. Σο τελευταίο 

επιτυγχάνεται τοποκετϊντασ πολλζσ διαδοχικζσ 

κουκκίδεσ ςε ζνα ςχετικά μικρό κομμάτι 

μεμβράνθσ, ενϊ παράλλθλα θ μεμβράνθ μπορεί να 

τεμαχιςτεί ςε πολλά μικρότερα κομμάτια. Ωςτόςο, 

ςθμαντικό μειονζκτθμα είναι το γεγονόσ ότι δεν 

Α΢ΚΘ΢Θ 3 

΢ΣΤΠΩΜΑΣΑ ΚΟΤΚΙΔΑ΢ (DOT BLOT) 

Εικόνα 3-4-1 Πορεία διαδικαςίασ δθμιουργίασ ςτυπϊματοσ 
κουκίδασ 

Εικόνα 3-2 Εφαρμογζσ ςτυπϊματοσ κουκίδασ. 
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παρζχονται πλθροφορίεσ για το τμιμα DNA που 

ςτο οποίο υβριδοποιείται ο ανιχνευτισ, ωσ προσ το 

μζγεκόσ του, αλλά και τθν φπαρξθ πολλαπλϊν 

τμθμάτων DNA που μπορεί να ζχουν 

υβριδοποιθκεί με τον ανιχνευτι και ςυνειςφζρουν 

επίςθσ ςτο ςιμα τθσ υβριδοποίθςθσ. ΢τθν 

περίπτωςθ των RNA dot blots μποροφν να 

προςδιοριςτοφν άμεςα οι ιςτοί ι κυτταρικοί τφποι 

που μεταγράφουν ζνα ςυγκεκριμζνο γονίδιο ι και 

τα ςτάδια ανάπτυξθσ κατά τα οποία 

ενεργοποιοφνται διάφορα γονίδια. Αξίηει τζλοσ να 

ςθμειωκεί ότι τα ςτυπϊματα κουκκίδασ 

αποτζλεςαν τουσ προπομποφσ των 

μικροςυςτοιχιϊν, που επιτρζπουν τθν ανάλυςθ 

δεκάδων χιλιάδων κουκκίδων ταυτόχρονα. Μεταξφ 

των εφαρμογϊν τθσ τεχνικισ αυτισ 

περιλαμβάνονται το Ανάςτροφο Northern dot blot, 

θ ανίχνευςθ SNPs με τθ χριςθ ανιχνευτϊν ειδικϊν 

για ςυγκεκριμζνα αλλθλόμορφα (Allele Specific 

Oligonucleotides) κακϊσ και θ DNA-DNA Dot blot 

υβριδοποίθςθ.
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ΠΕΙΡΑΜΑΣΙΚΟ ΜΕΡΟ΢: Α 

΢κοπόσ – Πείραμα Α 

 Ανάςτροφο Northern dot blot  
Για τθ μελζτθ τθσ διαφορικισ ζκφραςθσ κα χρθςιμοποιθκοφν τρία γονίδια του δάκου τθσ ελιάσ και κα 
ελεγχκεί θ φπαρξθ μεταγράφων τουσ ςτα αναπτυξιακά ςτάδια του αυγοφ, τθσ προνφμφθσ, του 
βομβυκίου και του νζου ενθλίκου. Σα δφο από τα γονίδια περιμζνουμε να εκφράηονται διαφορικά ςτα 
διάφορα ςτάδια (γονίδια 1 και 2), ενϊ υπάρχει και ζνα γονίδιο αναφοράσ (γονίδιο 3 - ακτίνθ), το οποίο 

κα πρζπει να εκφράηεται εξίςου ςτα διάφορα αναπτυξιακά ςτάδια. 

 

 

 
Πίνακασ 1: ΢ειρά και κζςεισ εναπόκεςθσ των δειγμάτων των πειραμάτων Α (RNA) & B (PCR). 

 

Με 1-4, ςθμειϊνονται τα 4 αναπτυξιακά ςτάδια που εξετάςτθκαν. ΢θμειϊςτε τισ κζςεισ 
εναπόκεςθσ των δειγμάτων ςασ ανάλογα με το προσ ανάλυςθ γονίδιο (gene 1-3). 

 
 
 

 
 

 
Μεκοδολογία Χρόνοσ 

1 Απομόνωςθ RNA από τα υπό μελζτθ αναπτυξιακά ςτάδια και ποςοτικοποίθςθ (ζχει ιδθ γίνει). 
 

2 Απόκεςθ 2μl απομονωμζνου RNA από κάκε δείγμα με τθ μορφι 
ςταγόνασ ςε νάυλον μεμβράνθ. Σα δείγματα τοποκετοφνται ςε 
ςειρά κατά μικοσ μιασ λωρίδασ μεμβράνθσ, καταλαμβάνοντασ 
περίπου 1 cm2 το κακζνα. 

3 Η μεμβράνθ ξθραίνεται ςε κερμοκραςία 80˚ C για τθ ςτακεροποίθςθ του νουκλεϊκοφ οξζοσ 30 min 

4 Ακολουκεί προχβριδοποίθςθ & υβριδοποίθςθ με τον επικυμθτό βιοτυνιλιωμζνο ανιχνευτι και 
ανίχνευςθ του ςιματοσ, όπωσ περιγράφθκε ςτθν Άςκθςθ 2i-2ii. 
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ΠΕΙΡΑΜΑΣΙΚΟ ΜΕΡΟ΢: Β 

΢κοπόσ – Πείραμα Β 
 

 Δημιουργία PCR-ςημαςμζνων dot blots  
Σα προσ ανάλυςθ γονίδια του πειράματοσ Α ενιςχφονται μζςω αλυςιδωτισ αντίδραςθσ τθσ πολυμεράςθσ, 
χρθςιμοποιϊντασ ωσ μιτρα cDNA των τεςςάρων διαφορετικϊν αναπτυξιακϊν ςταδίων που αναφζρκθκαν 
προθγουμζνωσ (του αυγοφ, τθσ προνφμφθσ, τθσ νφμφθσ και του νεαροφ ενιλικου εντόμου). Παράλλθλα, 
μζςω τθσ αντίδραςθσ ενςωματϊκθκε το ςθμαςμζνο με βιοτίνθ δεοξυ-νουκλεοτίδιο τθσ ουρακίλθσ (biotin-

dUTP). Σα προϊόντα PCR ςυλλζχκθκαν κατά τον 18ο κφκλο τθσ εκκετικισ φάςθσ τθσ αντίδραςθσ, ϊςτε να μθν 
φτάςουν όλεσ οι αντιδράςεισ ςτο ςτάδιο κορεςμοφ κατά το τζλοσ τθσ εκκετικισ φάςθσ. 

 

 

 
Πίνακασ 1: ΢ειρά και κζςεισ εναπόκεςθσ των δειγμάτων των πειραμάτων Α (RNA) & B (PCR). 

 

 

Με 1-4, ςθμειϊνονται τα 4 αναπτυξιακά ςτάδια που εξετάςτθκαν. ΢θμειϊςτε τισ κζςεισ 
εναπόκεςθσ των δειγμάτων ςασ ανάλογα με το προσ ανάλυςθ γονίδιο (gene 1-3). 

 

 
 

 
Μεκοδολογία Χρόνοσ 

1 Απομόνωςθ RNA από τα υπό μελζτθ αναπτυξιακά ςτάδια, ποςοτικοποίθςθ και μετατροπι ςε cDNA (ζχει 
ιδθ γίνει).  

2 ΢ιμανςθ μζςω PCR και ςυλλογι των προϊόντων ςτον 18ο κφκλο (ζχει ιδθ γίνει).  

3 Απόκεςθ 2μl PCR προϊόντοσ από κάκε δείγμα με τθ μορφι ςταγόνασ ςε νάυλον μεμβράνθ.  

4 Η μεμβράνθ ξθραίνεται ςε κερμοκραςία 80˚ C, για τθ ςτακεροποίθςθ του νουκλεϊκοφ οξζοσ. 30 min 

5 Ακολουκεί απευκείασ ανίχνευςθ του ςιματοσ (χωρίσ να προθγθκεί υβριδοποίθςθ) , όπωσ περιγράφθκε 
ςτθν Άςκθςθ 2ii. 
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ΠΕΙΡΑΜΑΣΙΚΟ ΜΕΡΟ΢: Γ 

΢κοπόσ – Πείραμα Γ 
 

 DNA-DNA dot blots 
Ενιςχφουμε μζςω PCR το γονίδιο 18s rRNA του δάκου τθσ ελιάσ (Bactrocera oleae), κακϊσ και μερικϊν 
εντόμων πολφ ι λιγότερο ςυγγενικϊν με το ζντομο αυτό. Σο γονιδιο αυτό κεωρείται πολφ καλό 
εργαλείο για φυλογενετικζσ μελζτεσ. Σα PCR προϊόντα από τα διάφορα ζντομα τοποκετοφνται και 
ακινθτοποιοφνται ςτθ μεμβράνθ με τθ μορφι ςταγόνασ και ωσ ανιχνευτισ χρθςιμοποιείται το 

ςθμαςμζνο PCR προϊόν του γονιδίου 18s rRNA του δάκου τθσ ελιάσ. Τπάρχουν τρεισ ςειρζσ διακζςιμων PCR 
προϊόντων, όπωσ φαίνεται ςτον Πίνακα 2 και κάκε ομάδα κα χρθςιμοποιιςει μια από αυτζσ. 

 

 
 
 

Πίνακασ 2: ΢ειρζσ PCR προϊόντων του γονιδίου 18s RDNA από διαφορετικά ζντομα 
 

 

Με 1-4, ςθμειϊνονται ανά ςειρά οι κζςεισ εναπόκεςθσ των δειγμάτων για κάκε οργανιςμό 
που εξετάςτθκε. ΢θμειϊςτε ςτον πίνακα τισ κζςεισ των δειγμάτων που αναλφςατε.  

 
Μεκοδολογία Χρόνοσ 

1 Ενίςχυςθ μζςω PCR του γονιδίου 18s rRNA με μιτρα γονιδιωματικό DNA από τα ζντομα του Πίνακα 2 
και ςιμανςθ μζςω PCR του 18s rRNA του δάκου τθσ ελιάσ (ζχουν ιδθ γίνει). 

 

2 Αποδιάταξθ των PCR προϊόντων με κζρμανςθ ςτουσ 100°C, φυγοκζντρθςθ για 10 sec και διατιρθςθ  
ςτον πάγο.  

10 min 

3 Απόκεςθ 2μl PCR προϊόντοσ από κάκε δείγμα με τθ μορφι ςταγόνασ ςε νάυλον μεμβράνθ.  

4 Η μεμβράνθ ξθραίνεται ςε κερμοκραςία 80˚ C, για τθ ςτακεροποίθςθ του νουκλεϊκοφ οξζοσ. 30 min 

5 Ακολουκεί προχβριδοποίθςθ & υβριδοποίθςθ με τον επικυμθτό βιοτυνιλιωμζνο ανιχνευτι και 
ανίχνευςθ του ςιματοσ, όπωσ περιγράφθκε ςτθν Άςκθςθ 2i-2ii. 

 



ΕΡΓΑ΢ΣΗΡΙΟ ΜΟΡΙΑΚΗ΢ ΒΙΟΛΟΓΙΑ΢  

 

17 

 

2013 

Ανάλυςθ  

αποτελεςμάτων 



ΕΡΓΑ΢ΣΗΡΙΟ ΜΟΡΙΑΚΗ΢ ΒΙΟΛΟΓΙΑ΢  

18 

Εικόνα 6. Τποκλωνοποίθςθ τμιματοσ 4 kb 

 

 

 

 

Χαρτογράφθςθ τμιματοσ DNA (~4 kb) 

Σο προσ ανάλυςθ τμιμα DNA μεγζκουσ ~4 kb, υπζςτθ 

πζψθ με ενδονουκλεάςεσ περιοριςμοφ και τα τρία 

τμιματα που προζκυψαν, υποκλωνοποιικθκαν ςε 

τρία διαφορετικά πλαςμίδια (plasmids: pΑ, pΒ, pC) (Εικ. 1). Για 

κάκε αναςυνδυαςμζνο πλαςμίδιο, πραγματοποιικθκαν δφο 

αντιδράςεισ πζψεων (πχ. pA   RE1 & RE2). Σα προϊόντα των 

πζψεων ςτθ ςυνζχεια θλεκτροφορικθκαν ςε πικτωμα 

αγαρόηθσ (Εικ. 2). 

 

 

 

 

 

 

 

Οι κζςεισ κλωνοποίθςθσ των τριϊν αυτϊν ενκεμάτων, τα πλαςμίδια που χρθςιμοποιικθκαν & οι 

πζψεισ που πραγματοποιικθκαν παρουςιάηονται ςτον Πίνακα 1.  

Πίνακασ 1. ΢τοιχεία πλαςμιδίων και ενκεμάτων. 

Αναςυνδυαςμζνο 
πλαςμίδιο 

Φορζασ Ζνκεμα 
Θζςθ 

κλωνοποίθςθσ 
Πζψεισ 

pΑ pBluescript SK ? bp EcoRI 
RE1: XhoI 
RE2: PvuII 

pΒ pUC19 1350bp EcoRI/HindIII 
RE3: EcoRI/HindIII 
RE4: HaeIII 

pC pBluescript SK ? bp HindIII 
RE5: HincII 
RE6: HindIII 

 

 

 

ΤΒΡΙΔΟΠΟΙΘ΢Θ ΚΑΣΑ SOUTHERN 

Ανάλυςθ αποτελεςμάτων 
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 Προςπακιςτε να βρείτε το μζγεκοσ του ενκζματοσ για κάκε πλαςμίδιο1, κακϊσ και τισ  

πικανζσ κζςεισ κοπισ για κάκε αντίδραςθ πζψθσ. 

 ΢υμπλθρϊςτε τα μεγζκθ των τμθμάτων που προζκυψαν2 από τισ πζψεισ ςτον παρακάτω 

πίνακα και ςτθ ςυνζχεια ςθμειϊςτε τισ κζςεισ κοπισ των ενηφμων ςτον χάρτθ κάκε 

αναςυνδυαςμζνου πλαςμιδίου.  

 

 

 

 

 

                                                            
1  Πλθροφορίεσ για τα πλαςμίδια-φορείσ ςτο Παράρτθμα. 
2  Αρικμιςτε τισ ηϊνεσ τθσ θλεκτροφόρθςθσ για κάκε πζψθ με μειοφμενθ ςειρά μεγζκουσ, αντιςτοιχϊντασ δθλ. τον 
αρικμό 1 ςτθ ηϊνθ με το μεγαλφτερο μζγεκοσ κ.ο.κ.  

pA pB pC 

XhoI PvuII EcoRI/HindIII HaeIII HindIII HincII 

1 3800 bp           

2 400 bp           
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Σα προϊόντα των πζψεων που διαχωρίςτθκαν με 

θλεκτροφόρθςθ, μεταφζρκθκαν ςε νάυλον 

μεμβράνεσ και υβριδοποιικθκαν με τουσ 

βιοτινυλιωμζνουσ ανιχνευτζσ PROBE A και PROBE B. Οι 

ςυγκεκριμζνοι ανιχνευτζσ υβριδοποιοφνται ςτα ακραία 

τμιματα δφο διαδοχικϊν τμθμάτων, όπωσ αυτά προζκυψαν 

από τθν αρχικι γονιδιωματικι περιοχι του προσ ανάλυςθ 

τμιματοσ (Εικ. 3). 

 

 

 

 ΢υμπλθρϊςτε ςτον παρακάτω πίνακα τισ αποςτάςεισ που εντοπίηονται τα ςιματα 

υβριδοποίθςθσ και ακολοφκωσ τα μεγζκθ των τμθμάτων ςτα οποία αντιςτοιχοφν (βάςει των 

ηωνϊν τθσ θλεκτροφόρθςθσ). 

 Σοποκετείςτε ςτθ ςωςτι ςειρά τα ενκζματα Α, Β, C, ςφμφωνα με τα αποτελζςματα τθσ υβριδοποίθςθσ,  

ϊςτε να ανταποκρίνεται ςτθν πραγματικι διευκζτθςι τουσ ςτο αρχικό τμιμα DNA ~4 kb (Εικ. 3). 

 ΢θμειϊςτε τισ κζςεισ αναγνϊριςθσ των ενηφμων περιοριςμοφ (κάκετεσ γραμμζσ) ςτο αρχικό τμιμα 

DNA ~4 kb (Εικ. 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 pA pB pC 
 XhoI PvuII EcoRI/HindIII HaeIII HindIII HincII 

Probe A 
            

4,5cm 400 bp           

             

Probe B 
            

            

Εικόνα 7. Περιοχζσ υβριδοποίθςθσ των ανιχνευτϊν ςτον φυςικό χάρτθ του αρχικοφ τμιματοσ DNA ~4 kb. 
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Ζλεγχοσ διαφορικισ ζκφραςθσ  

Για τθ μελζτθ τθσ διαφορικισ ζκφραςθσ ελζγχκθκαν τρία γονίδια του δάκου τθσ ελιάσ ωσ προσ 

τθν φπαρξθ μεταγράφων τουσ ςτα αναπτυξιακά ςτάδια του αυγοφ (egg), τθσ προνφμφθσ (larva), 

του βομβυκίου (pupa) και του νζου ενθλίκου (adult), ακολουκϊντασ δφο διαφορετικζσ 

προςεγγίςεισ. ΢τθν πρϊτθ πραγματοποιικθκε ανάςτροφο Northern dot blot (Πείραμα Α) χρθςιμοποιϊντασ  

βιοτινυλιωμζνουσ ανιχνευτζσ για κάκε γονίδιο, ενϊ ςτθ δεφτερθ δθμιουργικθκαν PCR-ςθμαςμζνα dot 

blots (Πείραμα Β). 

 

 Σα δφο από τα γονίδια παρουςιάηουν διαφορικι 

ζκφραςθ ςτα διάφορα ςτάδια (genes 1 & 2), ενϊ 

το γονίδιο αναφοράσ (gene 3 - ακτίνθ) 

εκφράηεται εξίςου ςτα διάφορα αναπτυξιακά ςτάδια. 

 

 

 Παρατθρείςτε τθ διαβάκμιςθ τθσ ζνταςθσ ςιματοσ, ςθμειϊνοντασ με το ςφμβολο + το 

μικρότερο επίπεδο ζνταςθσ ςιματοσ και με  ++++ τθ μεγαλφτερθ παρατθροφμενθ ζνταςθ. 

 Πικανολογείςτε το ρόλο των γονιδίων αυτϊν ςτθν ανάπτυξθ του εντόμου. 

 

 

 

 

  Egg Larva Pupa Adult 

RNA 

Gene 1     

Gene 2     

Gene 3     

PCR 
 

Gene 1     

Gene 2     

Gene 3     

Γονίδιο Χαρακτθριςμόσ 

Gene 1 dorsal 

Gene 2 Ecdysone-induced protein 

Gene 3 actin 

΢ΣΤΠΩΜΑΣΑ ΚΟΤΚΙΔΑ΢ (DOT BLOT) 

Ανάλυςθ αποτελεςμάτων 
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DNA-DNA dot blots 

Σο γονίδιο 18s rDNA ενιςχφκθκε μζςω PCR ςτο δάκο τθσ ελιάσ (Bactrocera oleae), κακϊσ και ςε 

ζντομα περιςςότερο ι λιγότερο ςυγγενικά με αυτόν. Ποςότθτα από τα PCR προϊόντα 

τοποκετικθκε ςε νάυλον μεμβράνθ και ακολοφκθςε υβριδοποίθςθ, χρθςιμοποιϊντασ ωσ 

ετερόλογο ανιχνευτι τον βιοτινυλιωμζνο ανιχνευτι του γονιδίου 18s rDNA του δάκου τθσ ελιάσ.  

 

Η ςυντιρθςθ του γονιδίου εξετάηεται ανά ςειρά ςε 

επίπεδο γζνουσ, οικογζνειασ και τάξθσ αντίςτοιχα. 

 

 

 Παρατθρείςτε τθ διαβάκμιςθ τθσ ζνταςθσ ςιματοσ ανά οργανιςμό3, ςθμειϊνοντασ με το 

ςφμβολο + το μικρότερο επίπεδο ζνταςθσ ςιματοσ και με  ++++ τθ μεγαλφτερθ 

παρατθροφμενθ ζνταςθ. 

 ΢χολιάςτε το ρόλο του γονιδίου αυτοφ και τθν ομολογία του μεταξφ των υπό εξζταςθ 

οργανιςμϊν, όπωσ και τθ χρθςιμότθτά του ςε μελζτεσ φυλογενετικϊν ςχζςεων. 

 

 

 

 

 

 

 

 1 2 3 4 

18s rDNA 

Bo Bd Bt Bc 

Bo 

 

Bd 

 

Cc 

 

Rh 

 

Bo 

 

Cc 

 

Dm 

 

Ag 

 

 

 

 

 

                                                            
3  Bo (Bactrocera oleae), Bd (Bactrocera dorsalis), Bt (Bactrocera tryoni), Bc (Bactrocera cucurbitae), Cc (Ceratitis 
capitata), Rh (Rhagoletis cerasi), Dm (Drosophila melanogaster), Ag (Anopheles gambiae) 

΢ειρά Σαξινόμθςθ 

1 Bactrocera 
2 Tephritidae 
3 Diptera 
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 ΠΑΡΑΡΣΘΜΑ 
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1. Ζνα κυκλικό βακτθριακό πλαςμίδιο (pBP1) ζχει μια μοναδικι κζςθ αναγνϊριςθσ για το 

ζνηυμο HindIII ςτο μζςο ενόσ γονιδίου ανκεκτικότθτασ ςτθν τετρακυκλίνθ (tetR). Γίνεται πζψθ 

γενωμικοφ DNA φρουτόμυγασ με το ζνηυμο HindIII και δθμιουργία βιβλιοκικθσ ςτο φορζα pBP1. Η 

διαλογι τθσ βιβλιοκικθσ με ςυγκεκριμζνο ανιχνευτι 

αποφζρει τον κλϊνο 15 που περιζχει το γονίδιο τθσ 

Drosophila που μασ ενδιαφζρει. Ο κλϊνοσ αυτόσ 

μελετάται με τα ζνηυμα περιοριςμοφ HindIII και 

EcoRV. Σο διάγραμμα του πθκτϊματοσ αγαρόηθσ 

φαίνεται ςτο παρακάτω ςχιμα (το control ιταν ο 

πλαςμιδιακόσ φορζασ pBP1 χωρίσ ζνκεςθ). ΢το ςχιμα, 

δίπλα από τισ ηϊνεσ φαίνονται τα μεγζκθ τουσ (ςε 

κιλοβάςεισ).  

α. ΢χεδιάςτε τουσ χάρτεσ πζψθσ του πλαςμιδιακοφ φορζα pBP1 με και χωρίσ τθν ζνκεςθ, επιςθμαίνοντασ, 

προςεγγιςτικά, τθ κζςθ του tetR γονιδίου.  

β. Εάν το ίδιο tetR γονίδιο κλωνοποιθκεί ςε ζναν πλιρωσ μθ ομόλογο φορζα και χρθςιμοποιθκεί ωσ 

ανιχνευτισ ςε κατά Southern υβριδοποίθςθ αυτοφ του πθκτϊματοσ, ποιεσ ηϊνεσ περιμζνετε να εμφανίςουν 

ςιμα ςτθ μεμβράνθ; 

γ. Αν το ίδιο γονίδιο που μασ ενδιαφζρει κλωνοποιθκεί από μια άλλθ ςυγγενικι τθσ Drosophila μφγα ςε 

ζναν φορζα χωρίσ ομολογία με τον pBP1 και αυτόσ ο κλϊνοσ χρθςιμοποιθκεί ωσ ανιχνευτισ ςτο ίδιο 

πικτωμα, ποιεσ ηϊνεσ περιμζνετε να εμφανίςουν ςιμα ςτθ μεμβράνθ; 

 

 

2. Σο πλαςμίδιο pPlasmid είναι 3.4 kb 

ςε μζγεκοσ και ζχει δφο γονίδια, τα Gene1 

και Gene2. ΢το πλαςμίδιο υπάρχουν μοναδικζσ 

κζςεισ αναγνϊριςθσ για τα ζνηυμα EcoRI, KpnI, 

HindIII και SalI. Η κλωνοποίθςθ ςτθ κζςθ EcoRI 

οδθγεί ςτθν απενεργοποίθςθ του γονιδίου Gene1, 

ενϊ θ κλωνοποίθςθ ςτθ κζςθ KpnI απενεργοποιεί 

το γονίδιο Gene2. Πζψεισ με τα παρακάτω ζνηυμα 

δίνουν τα αντίςτοιχα κραφςματα. 

 

΢χεδιάςτε ζναν χάρτθ του πλαςμιδίου, δείχνοντασ και τισ κζςεισ των περιοριςτικϊν ενηφμων. Δϊςτε 

προςεγγιςτικά τισ κζςεισ των γονιδίων Gene1 και Gene2. 

   Ζνηυμα DNA κραφςματα (kb) 

EcoRI, KpnI 1.08, 2.32 

EcoRI, HindIII 2.53, 0.87 

EcoRI, SalI 0.2, 3.2  

EcoRI, KpnI, HindIII 1.08, 1.45, 0.87 

EcoRI, KpnI, HindIII, SalI 0.2, 1.08, 1.45, 0.67 

Α΢ΚΘ΢ΕΙ΢  
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3. ΢το ςχιμα φαίνεται ο φυςικόσ 

χάρτθσ μιασ περιοχισ DNA που 

χαρτογραφείτε με ανάλυςθ RFLP:  

Οι κάκετεσ γραμμζσ που καταλιγουν ςε ζναν 

αρικμό αντιπροςωπεφουν κζςεισ 

αναγνϊριςθσ του περιοριςτικοφ ενηφμου PstI. Οι κζςεισ 3 και 4 είναι πολυμοφικζσ, οι άλλεσ όχι. Επίςθσ 

δίνονται οι αποςτάςεισ ανάμεςα ςτα ςθμεία κοπισ του PstI. Η οριηόντια γραμμι ςτο πάνω μζροσ 

παριςτάνει τον ανιχνευτι που χρθςιμοποιείτε για τθν RFLP ανάλυςθ. Κάνετε πζψθ διαφορετικϊν 

ατόμων με PstI, θλεκτροφορείτε τα κομμάτια του DNA, μεταφζρετε ςε μεμβράνθ και υβριδοποιείτε με 

τον ανιχνευτι.  

α. Κάντε ζνα ςχιμα του αποτελζςματοσ τθσ 
υβριδοποίθςθσ όταν ζχετε χρθςιμοποιιςει DNA 
από άτομα που είναι ομόηυγα για τουσ εξισ 
απλοτφπουσ: 

β. Σι επίδραςθ κα είχε ςτα αποτελζςματα τθσ 
υβριδοποίθςθσ μια μετάλλαξθ που κα οδθγοφςε ςτθν εξαφάνιςθ τθσ κζςθσ 1; 
 

4. Σο DNA του πλαςμιδίου pBR607 είναι κυκλικό, δίκλωνο και ζχει μζγεκοσ 2.6 kb. Σο 

πλαςμίδιο αυτό ζχει δφο γονίδια που προςδίνουν ανκεκτικότθτα ςτθν τετρακυκλίνθ (Tcr) και ςτθν 

αμπικιλίνθ (Apr) ςτουσ ξενιςτζσ του. To DNA ζχει μοναδικζσ κζςεισ αναγνϊριςθσ για τα ζνηυμα 

EcoRI, BamHI, HindIII, PstI και SalI. Η κλωνοποίθςθ 

ςτθ κζςθ EcoRI δεν επθρεάηει τθν ανκεκτικότθτα ςε 

κανζνα από τα δφο αντιβιοτικά. Η κλωνοποίθςθ ςτισ 

κζςεισ αναγνϊριςθσ του BamHI, HindIII και SalI 

καταςτρζφει τθν ανκεκτικότθτα ςτθν τετρακυκλίνθ. 

Η κλωνοποίθςθ ςτθ κζςθ PstI καταςτρζφει τθν 

ανκεκτικότθτα ςτθν αμπικιλίνθ. Πζψεισ με τουσ 

ςυνδυαςμοφσ των ενηφμων που φαίνονται ςτον 

παρακάτω πίνακα δίνουν τα αντίςτοιχα κραφςματα.  

΢χεδιάςτε ζνα χάρτθ των περιοριςτικϊν αυτϊν ενηφμων του πλαςμιδίου. Επίςθσ υποδείξτε προςεγγιςτικά 

τισ κζςεισ των γονιδίων Tcr και Apr.  

 

5. Ζνα τμιμα DNA ποντικοφ 8 kb με κολλϊδθ άκρα 

EcoRI περιζχει το γονίδιο Μ. Αυτό το τμιμα ειςάγεται ςτθ 

κζςθ EcoRI του πλαςμιδιακοφ φορζα pBR322. Σο 

αναςυνδυαςμζνο πλαςμίδιο υπόκειται ςε τρεισ διαφορετικζσ 

αντιδράςεισ πζψθσ. ΢το ςχιμα φαίνεται το πρότυπο των ηωνϊν 

που εμφανίηονται μετά από τθν θλεκτροφόρθςθ. Σο πικτωμα 

αυτό υβριδοποιείται κατά Southern αφενόσ με ανιχνευτι 

ςθμαςμζνο φορζα pBR322 και αφετζρου με ανιχνευτι 

ςθμαςμζνο γονίδιο Μ. 

 

Απλότυποσ Θζςθ 3 Θζςθ 4 

Α Παροφςα Παροφςα 
Β Παροφςα Αποφςα 
Γ Αποφςα Παροφςα 
Δ Αποφςα Αποφςα 

   Ζνηυμα DNA κραφςματα (kb) 

EcoRI, PstI 0.46, 2.14 

EcoRI, BamHI 0.2, 2.4 

EcoRI, HindIII 0.05, 2.55 

EcoRI, SalI 0.55, 2.05 

EcoRI, BamHI, PstI 0.2, 0.46, 1.94 
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6. Ζχετε απομονϊςει ζνα εξϊνιο από το γονίδιο τθσ ακετυλοχολινεςτεράςθσ τθσ 

μεςογειακισ μφγασ και κζλετε να το μελετιςετε. Για το ςκοπό αυτό το κλωνοποιείτε ςτθ κζςθ 

PstI ενόσ πλαςμιδιακοφ φορζα και προςπακείτε να το χαρτογραφιςετε μζςω πζψεων με τα ζνηυμα 

περιοριςμοφ PstI, XbaI και RsaI και θλεκτροφόρθςθσ των προϊόντων. ΢τον παρακάτω πίνακα ςασ 

δίνονται τα αποτελζςματα των πζψεων, ςε kb. 

 

 

 

α. Να καταςκευάςετε το χάρτθ περιοριςμοφ τθσ ςυγκεκριμζνθσ καταςκευισ και να ςυμπλθρϊςετε τισ 

πζψεισ που λείπουν. 

 β. Η κζςθ αναγνϊριςθσ PstI βρίςκεται ςτο κζντρο του γονιδίου τθσ ανκεκτικότθτασ ςτθν αμπικιλίνθ, το 

οποίο ζχει μζγεκοσ 2 kb. Αν πάρουμε αυτό το γονίδιο μόνο και το χρθςιμοποιιςουμε ωσ ανιχνευτι, ποιεσ 

ηϊνεσ κα δϊςουν ςιμα ςτισ διπλζσ και τθν τριπλι πζψθ; 

 

7. ΢τθ κζςθ RsaI ενόσ φορζα κλωνοποίθςθσ ζχετε κλωνοποιιςει ζνα κομμάτι από τον 

υποδοχζα τθσ εκδυςόνθσ. Ζχετε φτιάξει ζναν ανιχνευτι για κάποια περιοχι του γονιδίου αυτοφ, 

για τον οποίο ξζρετε ότι ζχει μζγεκοσ 2,4 kb και ακριβϊσ ςτο κζντρο του μια κζςθ αναγνϊριςθσ RsaI.  

α. Να χαρτογραφιςετε τόςο τον απλό, όςο και τον αναςυνδυαςμζνο φορζα και να ςυμπλθρϊςετε τα 

αποτελζςματα των πζψεων που λείπουν. 

β. Να δείξετε πάνω ςτο τελικό ςασ ςχιμα ποια περιοχι αναγνωρίηει ο ανιχνευτισ. 

γ. Μετά από πζψθ με S/H, θλεκτροφόρθςθ, μεταφορά και υβριδοποίθςθ με τον ςυγκεκριμζνο ανιχνευτι, 

ποιεσ ηϊνεσ περιμζνετε να ςασ δϊςουν ςιμα; 

 

 
 
.   
 
 
 

 

 

 PstI XbaI RsaI PstI/ XbaI PstI/ RsaI XbaI/ RsaI X/P/R 

Φορζασ 5 5 5 4,5+0,5 3,5+1,5 3+2 - 

Construct 5+3 5,2+2,8 5,3+2,7 - - - - 

 RsaI SmaI HindIII H/S H/R R/S H/R/S 

Απλόσ φορζασ 6 6 6 4/2 5,5/0,5 4,5/1,5 ; 

Αναςυνδυαςμζνοσ φορζασ 6/2 5,2/4,8 3,5/6,5 4/2,5/1,2/2,3 ; ; ; 


